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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
日本沿岸のほぼ全域に生息するヒラメP躍 α1凝ψ加01か αoθ躍 は,食 用魚 としての価
値の高さか ら重要な増養殖対象種 となってお り,全 国の沿岸域で栽培漁業が展開され
ている.多 くの魚種で,人 工種苗の遺伝的多様性の低下が報告 されているが,遺 伝的
多様性の損失は,そ の種苗群 自体の環境変動への適応性や疾病に対す る抵抗力を低下
させ ると同時に,種 苗の大量放流によって,放 流先の天然群が維持 している遺伝子資
源の損失を招 く可能性がある.そ してそれにより,天 然集団が潜在的に持 っている生
産力が低下 し,最 悪の場合,種 苗放流なしに資源を維持す ることができな くなるとい
う状況す ら想定される.こ れまでの ヒラメ人工種苗生産は,遺 伝的多様性の保全に関
してはほぼ盲 目的に行われてきてお り,種 苗の疾病 ・艶死防除による効率的大量生産
に焦点が当てられてきた.し か し近年の環境問題 ・生物多様性への世論の関心の高ま
りとともに,放 流種苗の遺伝的多様性 を高 く保 ち,天 然群への遺伝的影響 を最小限に
することが強 く求められ るようになっている,
本論文では,DNAマ ーカーを用いて,天 然群 と放流種苗の保有する遺伝的多様性 ・
特徴 を把握 した上で,人 工種苗の遺伝的多様性の損失を軽減 しうる種苗生産法 を考察
した.
第2章 ヒ ラメ マ イ ク ロサ テ ライ トD:NA座 の 単離 とそ の 変 異 性 ・遺:伝様 式
本章では,本 論文全編 を通 して使 用 され るマイ クロサ テライ トDNA(以 下MS)マ ー
カー を作出 し,そ れ らの変異性 と遺伝様式 を調べ,DNAマ ーカー としての利 用可能性
を検討 した,著 者 らが開発 した効率 的MS単 離法 を用 いてMS領 域 を単 離 し,27座 で
プ ライマー設 計 を行 った.16座 で良好 なPCR増 幅結果 と多型性 を確認 し,こ れ らの座
につ いて天然集 団 を使 って変異性 を見積 もった ところ,座 に よって変異性 は大 き く異
なった(表2-1).16座 の うち,15座 にっ いてはハ ーデ ィー ・ワイ ンベル グの平衡
(HWE)か らのずれ は有意 で はなか った 。またペ ア交配種苗(5家 族)の 解析 の結果,H:WE
を満 た していた15座 につい ては,子 世 代の ジェノタイプ頻 度 の観察値 と,メ ンデル遺
伝 を仮定 した時の期待値 との間の有意なずれが,ど の家族 で も認め られ なか ったため,
これ ら15MS座 は,単 純 なメ ンデル遺伝 に従って分離 してい る もの と考え られた.以
上の結果 か ら,こ れ らの15MS座 は,DNAマ ーカー として適切 であ る と考 え られ た。
第3章 天 然 集 団 の遺 伝 的 多 様 性 と集 団構 造
本章 では,放 流先 の ヒラメが保有す る遺 伝的変異性 を,MS解 析 と ミ トコ ン ドリア
DNA(以 下mtDNA)調 節領 域 のシーケ ンス解析 に よって見積 もる とともに,天 然海域
下 にお ける ヒラメの遺伝 的集 団構 造 を調べ,天 然 ヒラメの遺伝的管理 単位 を把握す る
こ とを 目的 と した.日 本沿岸域7地 点(図3-1)か ら採集 した天然 ヒラメ計401匹 につ
いて,第2章 で作 出 したMSマ ー カーの うち11個 を使 ったMS解 析 とmtDNA調 節領
域前 半部 のシーケ ンス解析 を行 った.7標 本のMS変 異性 は比較的 高 く(表3-1),さ ら
にmのNA調 節領域 の変異性 も著 し く高か った(表3-2).MS座 につ いて は,全21集 団
問ペ アの うち11ペ アで集団 間の有意 な遺伝 的異質性 が認 め られた が(ア リル頻度組成
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あ るいは 堀 値),mtDNAで は3ペ アで異 質性(φ ∫7)が認 め られ たのみで あった(表3弓).
MSデ ー タか ら得 られ た集 団間の遺伝距離(坊 お よびD∬)マ トリクスに基づ き,NJ法 に
よって描 いた樹形図お よび階層AMOVAの 結果 か ら,こ れ ら7標 本 は,北 海道 の1グ
ルー プ,日 本海 を中心 とす る1グ ル ープ(新 潟 ・鳥取 ・長 崎),お よび太平洋 を中心 と
す る1グ ル ープ(岩 手 ・千葉 ・兵庫)の3グ ループ に分 け られ た.グ ル ープ 間の遺伝 的
な違 いは極 めて小 さい もの と考 え られたが,こ の グルー プ分 けは,今 後 の ヒラメ遺伝
的管理単位 を考 える上 で参考 とな るであ ろ う.
第4章 人 工種 苗 の 遺 伝 的 多様 性
第3章 で,ヒ ラ メ天然集 団は,比 較的高 い遺伝 的多様性 を保 有 してい るこ とが明 ら
かにな った,本 章で は,実 際 に放流 され た ヒラメ人工種苗群 と天然群 の遺伝 的多様性
を比較す る とともに,第3章 で用いたMS解 析 とmtD:NA解 析 の,人 工種苗 の遺伝 的モ
ニ タ リングにお け る利 用性 を検討 した.図4-1に 調 べた3つ の人工種苗標 本 と天然標
本 のMS変 異性 を示す.人 工種苗群 の一座 あた りのア リル数(助 は,3つ の天然標本 と
比較 して著 しく減 少 してお り,種 苗生産 時のび ん首効果 の影 響 を強 く反 映 してい る も
の と考 えられ た.人 工種苗群 の遺伝 的多様性 の低 下は,mtDNAシ ー ケ ンス解析 の結果
の方 で よ り顕 著で あった(図4-2),MS座 にお いて特 に変異性 が低か った ロッ ト(HF)
は,mtD:NAで も薯 しい変異性 の低 下が見 られ たが,こ れ は この ロ ッ トが,天 然魚 と艀
化場 で生産 ・畜養 されて いた個体 を創始者 として い るこ とに よる,イ ンブ リー デ ィン
グの影響 で ある と考 え られ た.ま た,天 然魚 のハ プ ロタイ プが個体 レベ ル で違 って い
る ことお よびmtDNAが 細胞質遺伝す るこ とを考 え ると,天 然魚 を使 って生産 された2
つ の ロッ ト(HYお よびHC)の ハプ ロタイ プ数 は,こ れ らの人 工種苗生産 に実際 に貢献
した雌親 の数そ の もの を表 している と考え られ る.ヒ ラメ人工種苗 の遺伝 的多様性 の低
下は明 らかであ り,ま た本章で用いた解析法 は,人 工種苗 の遺伝的モニタ リングには非常
に有効である と考え られた.
第5章 人 工 種 苗 の 親 子 判 別
本章で は,MS解 析 を親 子判別 に応用 し,人 工種 苗 の遺 伝的 多様 性 に大 きな影響 を
与 える,親 魚 の種 苗生産 に対す る貢献度 の歪み を実 証 した.さ らに,ヒ ラ メ種苗放流
時 に広 く行われ てい る体長 に基づ く選別 が,親 魚 の放 流種 苗へ の貢献 度 に与 える影 響
を調べ た.ヒ ラメ成魚18匹(♂6匹,♀12匹)を 使 って生産 され た種苗 の うち,艀 化後
24時 間以 内にサ ンプ リング した113匹(OPOサ ンプル),艀 化 後1カ 月 目の種 苗216匹
(OP1),お よび放流 時(4カ 月 目)の種苗407匹(OP4)の3サ ンプル について,変 異性 の
高 い4つ のMS座 を使 って親子判別 を行 っ た.OP4サ ンプル について は,体 長 に基づ
き選別 され た放 流群(全 長 ±sd,78.0±7.3mm)と 非放流群(50,1±3.7mm)の2グ ルー プ
に分 けてサ ンプ リン グ し(図5-1),グ ル ープ 間の,フ ァ ミ リーサイ ズの違 い を調べ た・
親子判別 の結果,実 際に種苗 生産に貢献 した親 は,オ ス6尾 の うち3尾,メ ス12尾 の うち
6尾 であったが,種 苗の99%以 上は,1尾 のオス と6尾 のメスに由来 していた(表5-1).
OP4サ ンプル(放 流魚群 と非放流魚群)の 親子判別の結果,3家 族で,放 流魚群 と非放流魚
群間のファミリーサイ客の有意な差が認 められ(図5-2),種 苗放流時の体長 に基づ く選別
が,親 魚の放流種苗への貢献度を歪ませ る可能性 があることが示唆 され た.親 魚 の性比お
よびファ ミリーサイズの歪みを考慮 した場合の種苗の有効 な大 きさ(凡)は3.3と 見積 も
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られたが,天 然海域下において,こ の放流種苗が10%以 下の貢献度 で天然資源 に加 わった
場合,放 流先集 団の瓦 は,脊 椎動物の最小生存可能集団サイズ と考 えられている500を 維
持す ることが可能であ り,非 継代種苗生産で維持すべ き 凡 として推奨 されている 凡=50
の場合,放 流種苗 の貢献度 は30%ま で許容 され るもの と考 え られた(図5-3).
第6章 遺 伝 的 多様 性 を考 慮 した人 工種 苗 生 産 法
人工種:苗を育成 し,そ れ らを親魚 として次世代 を作 る場合,個 体間の血縁情報が得 られ
ない限 りイ ンブ リーデ ィングの リスクが高くなる.そ のよ うな場合,親 魚 として使用する
個体間の血縁度 を予 め推定 し,近 親交配を避 ける必要がある,本 章ではMSマ ーカー を用
いて,人 工種苗の血縁関係 の推定を試みる とともに,遺 伝的多様性の損失を軽減す るため
の種苗生産法 にっいて考察 した.14匹 の天然魚 を使って作 られた人工種苗 の うち,83匹 の
種苗組合せ について個体間の血縁関係 の指標r.yを 求めた ところ,殉 値は,個 体間の血縁
度 が高いほ ど大きな値 を とる傾向にあり(図6-1),血 縁階級 間(完 全同胞,半 同胞,非 血縁)
のr.y値 の差は有意であった.ま た,r.y値 から求めた個体間距離に基づ くデ ン ドログラム
では,真 の血縁関係 に対応す るクラスターが形成 され(図6-2),r.y値 は,有 効な血縁度推
定の指標 となるもの と考え られた。平均血縁法の理論 に基づき,各 個体の平均 殉 値伽r.y)
を計算 して 〃3殉値 の低 いグループ@殉 グループ)の 遺伝的変異性 を,ラ ンダムに選んだ
個体か ら成 る100の サブグループ(ラ ンダムグループ)の平均値 と比較 した ところ,初 殉 グ
ループの遺伝的変異性は,と もにランダムグループの平均値 より高かった(表6-1).し か
しなが ら平均血縁法では,必 ず しも非血縁個体のみが選 ばれ るわけではないため,選 ばれ
た個体について,殉 値に基づき血縁 関係 を推 定 し,近 親交配 を避 ける必要性がある と思わ
れる.
第7章 総 合考察
本論文では,ヒ ラメ人工種苗 と天然集団の遺伝的多様性をモニタリングす るための
DNAマ ーカーを作出 した.こ れ らのマーカーを使い,天 然 ヒラメの遺伝的集団構造を
調べて,そ の遺伝的管理単位 を提案す るとともに,人 工種苗の遺伝的多様性の低下を
明 らかにした.さ らに人工種苗の遺伝的多様性の損失を軽減するための種苗生産法を
検証 し,天 然魚にあたえる遺伝的影響を小 さくす るための人工種苗の管理方法を提案
した(図7-1).し か し,本 研究では,実 際に放流 された種苗が どの程度生き残 り,ま
た再生産を通 じて次世代 に貢献 しているのか,と い うことには言及 しなかった.今 後
の課題 として,放 流種苗の資源量への貢献度を長期的に調査 して,種 苗放流量と,全
体(放 流種苗群 と天然群)の 遺伝的多様性 との関係 を把握する必要があるだろ う.特
に放流種苗の次世代への貢献度を計 るためには,ア リル数の多いMSマ ーカー と,個
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轟2-1.作 出したMSマ ーカーの 爽興 性
忠 アリル数;撫 ヘテロ接合体串(観 察健)
π.3ヘテロ接含体串(期 待 値)






















































































































































図4・1.ヒ ラメ人 工 種 苗 群 と天 然 群 のMS変 異 性


































図4-2.ヒ ラ メ人 工 種 菌 騨 と天 然 群 のm重DNA蛮 奥 性






























































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
日本沿岸 のほぼ全 域に生息す る ヒラメ 勘r麟c励y∫o伽 αo餌∫は,食 用魚 として重要 な増養 殖対象 種
となってお り,そ の資源 レベル を回復 させ るた めの栽培漁業 が全 国の沿岸地域 にお いて展 開 され てい
る。栽培漁業 にお ける種苗生産 では,生 産 コス トを考慮 して,少 数親 魚に よる継代 的繁殖 が実施 され,
人工種苗 の遺伝 的多様性 は一般 的に低 下 してい る。人工種苗 の遺伝 的多様性の損失 は,そ の種 苗群 自
体の環境変動へ の適 応性 や疾病 に対す る抵抗 力の低下 をもた らし,放 流 先の天然群 の遺伝子 多様性 に
も:負の影響 をもた らす こ とが懸念 され る。本研究は,DNAマ ー カーに よる集団遺伝 学的手法 を用いて,
天然群 と放流種 苗の保有す る遺伝 的多様性 お よび特性 を把握 し,遺 伝 的多様性 の損失 を軽減す るため
の親魚 の管理法お よび種苗生産法 の開発 を 目指 した ものである。
本研究 では,ま ず,ヒ ラメ集 団 の動態解析 に必 要なマイ ク ロサテ ライ トDNA(以 下MS)マ ーカー
座 を単離 して,そ れ らの変異性 と遺伝様式 を調べ てい る。著者 らが開発 した効率的MS単 離法に よ り,
多数 のMSマ ーカー座 を単離 し,プ ライ マー の設計 を行 った。それ らのMSマ ーカー座 にお いて,高
多型性が保持 され,そ れ らの遺伝 子型が単純 なメンデル遺伝 に従 って分離す るこ とを確認 してい る。
次 に,天 然海域 にお ける ヒラメの遺伝的 変異性 お よび遺伝 的集 団構 造を把握す る ことを 目的 として,
日本沿岸 域か ら採集 した天然 ヒラメ標本 のMSマ ー カー とmtDNAシ ー クエ ンス に よる集団解析 を行
ってい る。MSデ ー タか ら得 られ た集団間 の遺伝 的距離 に基づ き,NJ法 に よって描 いた樹形 図お よび
階層AMOVAの 結果か ら,地 理的 な位置 に対応 した3グ ルー プ(北 海道西岸;太 平洋沿岸,日 本海 沿岸)
が確認 され,こ の グル ー プ分 けは,今 後,天 然集 団を管理 してい くための,基 本 的管理単位 として認
識 され る重要な知見であ る。
次 に,ヒ ラメ天然集 団の多様性 レベル との比較 によ り,人 工種 苗群 につ いてMS解 析 とmtDNAシ
ーケ ンス解析 を行 い ,人 工種 苗の遺伝 的多様性 の低 下 レベル を評価 してい る。人工種苗群 の一座 あた
りのア リル数(A)は,種 苗生産時 のびん首効果 の影響 を強 く反 映 して天然集 団 と比較 して著 しく減少
していた。一方,平 均ヘテ ロ接合体率(Hθ)に 関 して は,人 工種 苗 と天然集団の差 はそれ ほ ど顕著 で
はなかったが,Kruskal-Wallisテ ス トの結果,人 工種 苗群 のHε の低下 は有意で あった。
次 に,MSマ ーカー座 を人 工種苗集 団 に対 す る親子 判別 に応用 し,通 常 の種苗生産 法 で生 じ うる,
親魚 の種苗生産 に対す る貢献度の歪み を実証 した。 さ らに,ヒ ラメ種 苗放流 時に広 く行 われて いる意
識 的選別,す なわ ち特定形質 に注 目した選別 が,放 流種 苗の ファ ミリーサイ ズに与 える影響 を解 明 し
た。親魚の性比お よび ファ ミリーサイズの歪み を考慮 した場合 の種苗 の/V8は 低 く見積 も られ(1>6=33),
天然 海域 下において,こ の放 流種苗が10%以 下の貢献 度で天然資源 に加わ った場合 には,放 流先集団
の1Vεは,脊 椎動 物の最小生存可能集 団サイズ(minimalviablepopulationsize)と され る500を 維持す
るこ とが可能 と考 え られ た。
次に,継 代的種苗生産 におけ る同系交配 による遺伝 的多様性の損失 リスクを軽減す るた めの親魚の
遺伝 的管理法 に関す るシ ミュ レー シ ョンを試み ている。MSマ ーカー を用 いて,人 工種苗 にお ける血
縁 関係 情報 を得た のち,最 小血縁選択 交配法 によ り得 た種 苗 グルー プの遺伝的変異性 は,親 集 団の変
異 レベル を維持す る とともにラ ンダム交配 グル ープの平 均値 よ り高 くなる ことが判 明 した。
本 論文で は,ヒ ラメ人工種 苗 と天然集 団の遺伝的 多様性 をモ ニ ターす るためのDNAマ ー カー を開
発 し,そ の有用 性 を検証す る とともに,遺 伝 的多様性 の保全 に配 慮 した種苗生産法 を提起 し,種 苗生
産用親魚集 団の構 築 と効果的管理 に関す る遺伝学的手法 に明確 な方向性 を与 えた。 よって,審 査員 一
同は本研究者 が博士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る と認定 した。
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